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The present invention relates to new vectors, pharmaceutical compositions 
containing them, and their therapeutical uses. More particularly, it relates to double 
strand DNA molecules coding for an RNA forming a triple helix with a single 
strand target nucleic acid. Said molecules act very selectively and efficiently on 
the expression of genes. 
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La prdsente invention concerne de nouveaux vecteurs, les compositions 
pharmaceutiques les contenant, et leurs utilisations therapeutiques. Plus partic- 
ulierement, elle concerne des molecules d'ADN double-brin codant pour un ARN 
formant une triple helice avec un acide nucleique-cible simple-brin. Ces molecules 
agissent de maniere tres selective et efficace sur rexpression de genes. 
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CONTROLE DE L'EXPRESSION DE GENES 

La presente invention concerne de nouveaux vecteurs, les compositions 
pharmaceutiques les contenant, et leurs utiKsations therapeutiques. Plus 
particulierement, elle concerne de nouveaux vecteurs permettant d'agir, de maniere 
5 tres selective et tres ef ficace, sur l'expression de genes. 

La regulation de l'expression de genes-cible au moyen ^oligonucleotides 
constitue une approche therapeutique en developpement croissant. Cette approche 
repose stir la capacite des oligonucleotides a s'hybrider specifiquement a des regions 
complementaires d'un acide nucleique, et a inhiber ainsi specifiquement l'expression 

10 de genes determines. Cette inhibition peut intervenir soit au niveau traductionnel 
(oligonucleotide anti-sens) soit au niveau transcriptionnel (oligonucleotide anti-gene). 

Les oligonucleotides anti-sens sont des sequences nucleiques capables de 
s'hybrider selectivement avec des ARNs messager cellulaires-cible, pour inhiber leur 
traduction en proteine. Ces oligonucleotides forment avec 1'ARNm-cible, de maniere 

15 locale, des regions double-brin, de type ARN/ARNm ou meme ADN/ARNm, par 
interaction de type Watson-Crick classique. II peut s'agir par exemple 
^oligonucleotides synthetiques, de petite taille, complementaires d'ARNm cellulaires, 
et qui sont introduits dans les cellules-cible. De tels oligonucleotides ont par exemple 
ete decrits dans le brevet n° EP 92 574. II peut egalement s'agir de genes anti-sens 

20 dont l'expression dans la cellule-cible genere des ARN complementaires d'ARNm 
cellulaires. De tels genes ont par exemple ete decrits dans le brevet n° EP 140 308. 

Plus recemment, un nouveau type d'oligonucleotides capables de reguler 
l'expression de genes-cible a ete mis en evidence. Ces oligonucleotides ne s'hybrident 
pas avec les ARNm cellulaires, mais directement avec TADN genomique en double- 

25 brin. Cette nouvelle approche repose sur la mise en evidence que certains 
oligonucleotides sont capables d'interagir specifiquement dans le grand sillon de la 
double-helice d'ADN pour former localement des triple-helices, conduisant a une 
inhibition de la transcription de genes-cible. Ces oligonucleotides reconnaissent 
selectivement la double-helice d'ADN au niveau de sequences 

30 oligopurine.oligopyrimidine, c'est-a-dire au niveau de regions possedant une 
sequence oligopurique sur tin brin et une sequence oligopyrimidique sur le brin 
complementaire, et y forment localement une triple-helice. Les bases du troisieme 
brin (roligonucleotide) forment des liaisons hydrogene (liaisons Hoogsteen ou 
Hoogsteen inverse) avec les purines des paires de bases Watson-Crick. Les 

35 oligonucleotides anti-gene peuvent contenir les bases suivantes : 
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- thymidine (T), qui est capable de former des triplets avec les doublets AT 
de l'ADN double-brin (Rajagopal et al, Biochem 28 (1989) 7859); 

- adenine (A), qui est capable de former des triplets avec les doublets AT de 
l'ADN double-brin; 

5 - guanine (G), qui est capable de former des triplets avec les doublets G.C de 

l'ADN double-brin; 

- cytosine protonee (C+), qui est capable de former des triplets avec les 
doublets G.C de l'ADN double-brin (Rajagopal et al precitee); 

Des oligonucleotides anti-gene ont notamment ete decrits par Helene dans 
10 Anti-Cancer drug design 6 (1991) 569. 

La presente invention decrit une nouvelle approche pour le controle de 
l'expression de genes-cible. Elle reside plus particulierement dans la mise en evidence 
qu'il est possible de produire genetiquement in vivo des ARN therapeutiques capables 
de former des triple-helices avec des acides nucleiques-cible simple-brin. 
15 Preferentiellement, elle reside dans la production genetique in vivo d'ARN 
therapeutiques capables de former des triple-helices avec des cibles ribonucleiques. 

^invention concerne notamment les sequences dADN double-brin codant 
pour de tels ARN therapeutiques. Elle concerne egalement les vecteurs utilisables pour 
la production in vivo de ces ARN therapeutiques, notamment dans le cadre d ! une 
20 therapie genique. Elle concerne aussi les compositions pharmaceutiques comprenant 
ces ADN double-brin ou ces vecteurs. 

Un autre aspect de Tinvention reside dans un procede de regulation de 
l'expression de genes cellulaires par transformation de cellules-cible au moyen d'un 
vecteur tel que mentionne plus haul 
25 Plus particulierement, la presente invention concerne done un ADN double- 

brin codant pour un ARN capable de former une triple-helice avec un acide nucleique 
cible simple-brin. 

Les ADN double-brin de l'invention codent plus particulierement pour des 
ARN composites comprennant au moins : 
30 - une premiere region capable de former une double-helice avec Tacide 

nucleique simple-brin cible ou avec une partie de celui-ci, 

- une deuxieme region capable de former une triple-helice avec la double- 
helice ainsi f ormee ou avec une partie de celle-ci, et, 

- un ou deux bras reliant les deux regions, chacune des regions pouvant etre 
35 continue ou interrompue. 
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Dans un premier mode particulier de mise en oeuvre de I'invention, la 
premiere region de TARN composite forme avec l'acide nucleique simple-brin cible une 
double-helice par interaction de type Watson-Crick classique, puis la deuxieme region 
forme avec cette double-helice ou avec une partie de celle-ci une triple-helice par 
5 liaisons hydrogene (de type Hoogsteen ou Hoogsteen inverse) (voir figures 1-4). 

Dans un autre mode particulier de mise en oeuvre de I'invention, les deux 
regions de TARN composite de I'invention forment entre elles tine double-helice par 
appariement de type Watson-Crick, laquelle double-helice interagit avec l'acide 
nucleique simple-brin cible par liaisons hydrogene (de type Hoogsteen ou Hoogsteen 
10 inverse), formant ainsi une triple-helice (voir figure 5). 

L'acide nucleique cible simple-brin peut etre un ARN, tel que par exemple un 
ARN messager (ARNm), un ARN de transfert (ARNt), un ARN ribosomique (ARNr) 
ou un ARN viral. II peut egalement s'agir d'un ADN simple-brin, apparaissant par 
exemple lors de la replication de 1'ADN double-brin ou d'une region de l'ADN 
15 localement ouverte par nature. 

La presente invention est particulierement adaptee au controle de l'expression 
de virus, notamment de virus a ARN ou a ADN en simple-brin, aux differentes etapes 
du cycle viral. Differents acides nucleiques simple-brin peuvent en effet constituer des 
cibles pour les ARN therapeutiques de I'invention, et notamment 
20 - TARN viral (dans le cas des virus a ARN, tels que par exemple retrovirus, 

poliovirus, virus de la grippe, etc) : L'action des ARN therapeutiques de I'invention sur 
TARN permet d'inhiber la transcription inverse, c'est-a-dire d'agir au niveau d'une etape 
precoce du cycle viral. 

- l'ADN proviral (dans le cas des virus a ARN) ou viral : Les ARN 
25 therapeutiques de I'invention peuvent agir avant ou apres une integration de l'ADN 
viral ou proviral dans le genome de la cellule infectee. ^interaction se produit apres 
ouverture locale de la double-helice d'ADN, et les triple-helices ainsi formees sont 
beaucoup plus stables que les triple-helices classiques (impliquant tin oligonucleotide 
anti-gene). 

30 - TARNm viral : L'action des ARN therapeutiques de I'invention sur les 

ARNm viraux permet d'inhiber la traduction et l'expression de proteines virales. 

Plus particulierement, les ARN de I'invention sont capables de former des 
triple-helices avec les acides nucleiques simple-brin cibles, au niveau de regions 
constitutes preferentiellement de bases puriques (A et G : region polyPu), ou de bases 
35 pyrimidiques (TAJ et C : region polyPy), ou de bases TAJ et G (region polyTAJ,G). 
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Ainsi, lorsque Tacide nucleique cible (ou une region determinee de celui-ci) 
est compose essentiellement de bases puriques (polyPu), TARN therapeutique de ' 
Tinvention peut comprendre une premiere region composee des bases pyrimidiques 
complementaires (region Watson-Crick), un ou deux bras oligonucleotidiques, et une 
5 deuxieme region (region Hoogsteen) composee des bases U, C et/ou G, qui 
interagissent avec les bases puriques de la double-helice formee selon rappariement 
mentionne ci-apres : les bases C et G sont capables de former des liaisons hydrogene 
avec la guanine des doublets G.C; la base U est capable de former des liaisons 
hydrogene avec Tadenine des doublets A.T ou A.U. 

10 Dans ce mode de realisation, TARN therapeutique de Tinvention forme une 

boucle autour de Tacide nucleique-cible ou une partie de celui-ci, selon la 
configuration representee sur la figure la. 

Lorsque Tacide nucleique-cible (ou tine region determinee de celui-ci) est 
compose essentiellement de bases pyrimidiques (polyPy), TARN therapeutique de 

15 Tinvention peut comprendre une premiere region composee des bases puriques 
complementaires (region Watson-Crick), un ou deux bras oligonucleotidiques, et une 
deuxieme region (region Hoogsteen) composee des bases U et G ou A et G, qui 
interagissent avec les bases puriques de la double-helice formee selon Tappariement 
mentionne ci-apres : la base G est capable de former des liaisons hydrogene 

20 (Hoogsteen inverse) avec la guanine des doublets G.C; les bases U et A sont capables 
de former des liaisons hydrogene avec Tadenine des doublets A.T ou A.U. 

Dans ce mode de realisation, TARN therapeutique de Tinvention forme une 
boucle parallele a Tacide nucleique-cible, selon la configuration representee sur la 
figure 2. 

25 Lorsque Tacide nucleique-cible (ou une region determinee de celui-ci) est 

compose essentiellement de bases T/U,C ou T/U,G, TARN therapeutique de Tinvention 
peut comprendre une premiere region composee des bases puriques complementaires 
(region Watson-Crick), un ou deux bras oligonucleotidiques, et une deuxieme region 
composee des bases pyrimidiques complementaires des bases puriques (region 

30 egalement Watson-Crick), les 2 regions de TARN thetapeutique formant tine double- , 
helice Watson-Crick dont le brin purique interagit avec Tacide nucleique-cible, par 
formation de liaisons Hoogsteen ou Hoogsteen inverse. 

Dans ce mode de realisation, TARN therapeutique de Tinvention forme une 
boucle parallele a Tacide nucleique-cible, selon la configuration representee sur la 

35 figure 5. 
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II est entendu que, selon la composition de l'acide nucleique cible simple-brin 
choisie, l'homme du metier peut definir d'autres sequences d'ADN double-brin de 
Tinvention, basees sur Tappariement des doublets Watson-Crick et Hoogsteen ou 
Hoogsteen inverse. 

5 Le ou les bras reliant les deux regions des ARN therapeutiques de Tinvention 

sont des sequences oligonucleotidiques qui peuvent comporter toute base composant 
les ARN (A, U, G ou C). La sequence du bras ne doit pas, de preference, etre 
susceptible de s'apparier elle-meme avec Tacide nucleique cible, pour ne pas perturber 
la formation de la triple-helice locale. La longueur de ce bras peut etre adaptee par 

10 Thomme du metier en fonction de l'acide nucleique cible. Generalement, elle est 
comprise entre 3 et 6 bases, de preference entre 3 et 5. 

Par ailleurs, dans un mode particulier de realisation, les ADN double-brin de 
Tinvention peuvent coder pour des ARN composites comprenant 2 bras 
oligonucleotidiques permettant la formation de deux boucles autour de, et/ou, 

15 paralleles a, Tacide nucleique cible simple-brin. De tels ARN composites presentent des 
proprietes particulierement avantageuses : 

- lis permettent tout d'abord d'augmenter encore la stabilite de la triple-helice 
formee, ainsi que son efficacite therapeutique, en raison d'un encombrement sterique 
encore plus important (Cf figures lb, lc, 3 et 4). 

20 - lis permettent de cibler des acides nucleiques simple-brin au niveau de 

regions oligopuriques ou oligopyrimidiques interrompues respectivement par des bases 
pyrimidiques ou puriques, en interrompant la region Hoogsteen ou Hoogsteen inverse 
(Cf figures 3a et 3b). Ceci permet done d'elargir le champ d'application de ces ARN 
therapeutiques a tout type de region d'un acide nucleique simple-brin. 

25 - lis permettent egalement de cibler des acides nucleiques simple-brin 

composes d'un enchainement d'une region oligopurique et d'une region 
oligopyrimidique, et inversement (figure 4). Ceci elargit done encore le champ 
d'application des ARN therapeutiques de Tinvention. 

30 Dans un mode de realisation particulier de Tinvention, TADN double-brin 

code done pour un ARN composite comprenant : 

- une premiere region capable de former une double-helice avec Tacide 
nucleique simple-brin cible ou avec une partie de celui-ci, 

- une deuxieme region capable de former une triple-helice avec la double- 
35 helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci, et, 
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- 2 bras reliant chacune des deux regions a leurs extremites (figures lb, lc, 3 

et4). 

Dans ce mode de realisation, l'une des 2 regions de TARN composite 
(Watson-crick (figure lb), Hoogsteen (figure lc et 3a) ou Hoogsteen inverse (figure 
5 3b)) est interrompue, car elle contient le site d ! initiation de la transcription. 

Dans un autre mode de realisation particulier de Tinvention, 1ADN double- 
brin code pour un ARN composite comprenant : 

- une premiere region capable de former une double-helice avec une region 
10 oligopurique de l'acide nucleique simple-brin cible, 

- un bras, 

- une deuxieme region capable de former une triple-helice avec la double- 
helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci, 

- une troisieme region, liee a la premiere, capable de former une double-helice 
15 avec une region oligopyrimidique de l'acide nucleique simple-brin cible, 

- un deuxieme bras, et, 

- une quatrieme region, liee a la troisieme, capable de former une triple-helice 
avec la double-helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci (figures 4). 

De preference, les ADN double-brin de l'invention (et les ARN composites 

20 codes possedent une longueur superieure a 10 bases, et, plus preferentiellement, 
superieure a 15 bases. Cette longueur est adaptee par rhornme du metier en fonction 
de la longueur de l'acide nucleique cible en simple-brin, de maniere a assurer la 
stabilite, la specificite et la selectivite de TARN therapeutique. Par ailleurs, pour 
ameliorer la stabilite de la triple-helice, il peut etre interessant d'allonger Tune des 

25 regions de TARN composite, de preference la region f ormant une double-helice. 

L'ADN double-brin peut etre un ADN synthetique ou semi-synthetique. H 
peut etre obtenu par toute technique connue de l'homme du metier, et notamment au 
moyen de synthetiseurs decides nucleiques. La sequence de cet ADN est determinee 
en fonction de la cible cellulaire choisie, comme indique ci-avant. 

30 Avantageusement, FADN double-brin de l'invention comporte egalement des 

signaux permettant la transcription (la production) des ARN therapeutiques de 
l'invention dans les cellules-cible. Ces signaux comprennent des sequences permettant 
Tinitiation de la transcription (promoteurs) et, eventuellement, des signaux permettant 
Tarret de la transcription (terminateurs) ainsi que des signaux permettant la 

35 stabilisation des ARN (par exemple une queue polyA). Ces differents signaux peuvent 
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etre constitutifs ou regules. Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de 
genes eucaryotes, viraux, ou de promoteurs synthetiques. Par exemple, il peut s'agir 
de sequences promotrices issues du genome de la cellule que Ton desire infecter. De 
meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus. A cet 
5 egard, on peut citer par exemple les promoteurs E1A, MLP, CMV, RSV, HIV, etc. II 
peut etre particulierement interessant de controler la production de TARN 
therapeutique dirige contre un virus par l'infection elle-meme (par exemple en 
utilisant le promoteur LTR du virus HIV, specifiquement induit en presence de la 
proteine TAT de HIV). En outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees 

10 par addition de sequences ^activation, de regulation, etc. Par ailleurs, lorsque l'ADN 
double-brin ne comporte pas de sequences d'expression, il peut etre insere dans tan 
vecteur, en aval d'une telle sequence. Un systeme d'expression particulierement 
interessant consiste dans Tutilisation de promoteurs transcriptionnels controles 
specifiquement par TARN polymerase III. L'ARN polymerase III est en effet 

15 responsable de la synthese de petits ARN cytoplasmiques ou nucleaires presentant 
une stabilite elevee et qui ne sont pas traduits en proteine. Ces petits ARN sont 
notamment les ARNt, les ARNr, ou certains ARN viraux, tels que notamment les 
ARN VA de l'adenovirus. Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, 
TADN double-brin comprend un promoteur transcrit specifiquement par TARN 

20 polymerase III. Plus particulierement, l'ADN double-brin peut etre insere dans un 
gene transcrit specifiquement par TARN polymerase III (FR 2,687,411) ou fusionne 
en aval d'un tel gene (EP 387 775). 

La presente invention offre de nombreux avantages par rapport aux 
techniques anterieures de controle de l'expression de genes. En particulier, la 

25 production in vivo d'ARN selon l'invention capables de former des triple-helices avec 
des acides nucleiques cellulaires simple-hrin permet d'augmenter la selectivity des 
molecules therapeutiques vis-a-vis de leurs cibles cellulaires. ^utilisation 
^oligonucleotides comme agents therapeutiques impose en effet une reconnaissance 
specifique et selective de la cible cellulaire. Ainsi, dans le cas de ras par exemple, 

30 TARNm de Toncogene differe de celui du protooncogene settlement par une mutation 
ponctuelle. Dans ce cas, il est important que Toligonucleotide inhibe le plus 
efficacement possible Texpression de Toncogene sans toutefois affecter celle du 
protooncogene. U est done capital de disposer d'agents therapeutiques fortement 
discriminants. Dans le cas des antisens classiques, chaque base de la sequence-cible est 

35 reconnue par une seule base de la sequence de l'oligonucleotide, et un seul 
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mesappariement peut n'avoir qu'une faible influence sur la formation et la stabilite du 
double-brin. Mais dans le cas des molecules therapeutiques de Invention, une double 
reconnaissance est necessaire (chaque base de la sequence-cible est reconnue par 2 
bases de l'ARN therapeutique), ce qui augmente fortement le pouvoir discriminant. 
5 Les ARN therapeutiques produits dans le cadre de Tinvention possedent 

egalement une meilleure efficacite therapeutique que les anti-sens classiques. En effet, 
l'encombrement physique genere par les molecules therapeutiques de l'invention est 
plus important que dans le cas des anti-sens classiques, puisque celles-ci forment une 
boucle autour de la cible, capable de provoquer le decrochage d'une transcriptase 

10 inverse ou d'une ADN polymerase, et ainsi, susceptibles d'interagir au niveau de la 
traduction de TARNm en proteine, avec le ribosome en elongation, les enzymes et/ou 
autres facteurs impliques. 

Par ailleurs, en raison de la formation d'une triple-helice (liaisons Watson- 
Crick et Hoogsteen ou Hoogsteen inverse), les molecules de l'invention forment avec 

15 les acides nucleiques cibles des complexes plus stables que les anti-sens classiques. 
Cette propriete renforce encore les avantages des molecules de l'invention qui 
constituent done des agents therapeutiques particulierement puissants. 

Enfin, la possibility de generer in vivo les molecules therapeutiques selon 
l'invention permet de produire ces molecules therapeutiques a des niveaux eleves a 

20 partir d'un seul ADN double-brin (ou vecteur le contenant) introduit dans la cellule 
cible. De plus, elle permet de generer ces molecules directement dans les 
compartiments cellulaires desires de la cellule cible. 

L'ADN double-brin selon l'invention peut etre utilise tel quel, par exemple 
apres injection a l'homme ou l'animal, pour reguler l'expression d'un gene donne. En 

25 particulier, il peut etre injecte sous forme d'ADN nu selon la technique decrite dans la 
demande WO 90/11092. II peut egalement etre administre sous forme complexee, par 
exemple avec du DEAE-dextran (Pagano et al. a J.Virol. 1 (1967) 891), avec des 
proteines nucleaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 375) ou avec des lipides 
(Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413). II peut egalement etre incorpore dans un 

30 vecteur tel qu'un liposome (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431) ou une 
nanoparticule. Les liposomes sont des vesicules phospholipidiques comportant tine 
phase aqueuse interne dans laquelle les acides nucleiques peuvent etre encapsules. La 
synthese de liposomes et leur utilisation pour le transfert d'acides nucleiques est 
connue l'art anterieur (WO91/06309, W092/19752, WO92/19730). Les 

35 nanoparticules sont des particules de petite dimension, generalement inferieune a 500 
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nm, capables de transporter ou de vectoriser un principe actif (tel qu'un acide 
nucleique) dans les cellules ou dans la circulation sanguine. Les nanoparticules peuvent 
etre constitutes par des polymeres comportant une majorite de motifs degradables tels 
que l'acide polylactique, eventuellement copolymerise a du polyethylene glycol. 
5 D'autres polymeres utilisables dans la realisation de nanoparticules ont ete decrits dans 
Tart anterieur (voir par exemple EP 275 796; EP 520 889). 

Preferentiellement, TADN double-brin de Tinvention fait partie d'un vecteur. 
Lemploi d'un tel vecteur permet en effet d'ameliorer Tefficacite de transfert de 1'ADN 
double-brin dans les cellules-cible, et egalement d f augmenter sa stabilite dans lesdites 
10 cellules, ce qui permet d'obtenir un effet therapeutique durable. Par ailleurs, Temploi 
de vecteurs permet egalement de cibler certaines populations de cellules dans 
lesquelles les molecules therapeutiques doivent etre produites. De plus, il est possible 
d'introduire plusieurs ADN double-brin dans un meme vecteur, ce qui augmente 
egalement l'eff icacite du traitement 

15 Un autre objet de 1'invention concerne done un vecteur comprenant un ADN 

double-brin cod ant pour un ARN capable de former une triple-helice avec un acide 
nucleique cible simple-brin. 

Le vecteur utilise peut etre d'origines diverses, des lors qu'il est capable de 
transformer les cellules animales, de preference les cellules humaines. II peut s'agir 

20 aussi bien d'un vecteur plasmidique ou viral. Dans un mode prefere de mise en oeuvre 
de 1'invention, on utilise un vecteur viral, qui peut etre choisi parmi les adenovirus, 
les retrovirus, les virus adeno-associes (AAV), le virus de Therpes, le 
cytomegalovirus, le virus de la vaccine, etc. 

A cet egard, la presente invention a egalement pour objet tout virus 

25 recombinant comprenant, insere dans son genome, un ADN double-brin codant pour 
un ARN capable de former une triple-helice avec un acide nucleique cible simple-brin. 

Des vecteurs derives des adenovirus, des retrovirus, ou des AAV incorporant 
des sequences decides nucleiques heterologues ont ete decrits dans la litterature [Akli 
et al., Nature Genetics 3 (1993) 224; Stratford-Perricaudet et al., Human Gene 

30 Therapy 1 (1990) 241; EP 185 573, Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; Le Gal la 
Salle et al., Science 259 (1993) 988; Roemer et Friedmann, Eur. J. Biochem. 208 
(1992) 211; Dobson et al., Neuron 5 (1990) 353; Chiocca et al., New Biol. 2 (1990) 
739; Miyanohara et al., New Biol. 4 (1992) 238; WO91/18088]. 

Avantageusement, le virus recombinant selon 1'invention est un virus 

35 defectif . Le terme "virus defectif " designe un virus incapable de se repliquer dans la 
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cellule-cible. Generalement, le genome des virus defectifs utilises dans le cadre de la 
presente invention est done depourvu au moins des sequences necessaires a la 
replication dudit virus dans la cellule inf ectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees 
(en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substitutes par d'autres 
5 sequences et notamment par la sequence de Tacide nucleique double-brin de 
l'invention. Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins les sequences de 
son genome qui sont necessaires a Tencapsidation des particules virales. 

II est particulierement avantageux d'utiliser les sequences nucleiques de 
l'invention sous forme incorporee a un adenovirus recombinant defectif. 

10 II existe en effet differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les 

proprietes varient quelque peu, mais qui ne sont pas pathogenes pour Thomme, et 
notamment les sujets non immuno-deprimes. Par ailleurs, ces virus ne s'integrent pas 
dans le genome des cellules qu ! ils infectent, et peuvent incorporer des fragments 
importants d'ADN exogene. Parmi les differents serotypes, on prefere utiliser dans le 

15 cadre de la presente invention les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). Dans le 
cas des adenovirus Ad 5, les sequences necessaires a la replication sont les regions 
E1A et E1B. Comme indique ci-avant, il est tout particulierement avantageux 
d 1 utiliser un adenovirus recombinant defectif comprenant un ADN double-brin de 
Tinvention insere dans un gene VA. 

20 Par ailleurs, la faible taille des ADN double-brin de l'invention permet de 

maniere avantageuse d'incorporer simultanement, dans un meme vecteur, plusieurs de 
ces ADN, identiques (diriges contre le meme acide nucleique-cible) ou differents 
(diriges contre des acides nucleiques-cible differents). Un mode de realisation 
particulier de Tinvention consiste done dans un vecteur, notamment viral, comprenant 

25 au moins deux ADN double-brin tels que definis ci-dessus. 

Les virus recombinants defectifs de Tinvention peuvent etre prepares par 
recombinaison homologue entre un virus defectif et un plasmide portant entre autre 
TADN double-brin tel que defini ci-avant (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; 
Graham, EMBO J. 3(12) (1984) 2917). La recombinaison homologue se produit 

30 apres co-transfection desdits virus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. 
La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits 
elements, et (ii), comporter les sequences capabtes de complemeafer la partie du 
genome du virus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les risques de 
recombinaison. A titre d'exemple de lignee utilisable pour la preparation d'adenovirus 

35 ou d'AAV recombinants defectifs, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire 
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humain 293 (Graham et al., J. Gen. ViroL 36 (1977) 59) qui contient notamment, 
integree dans son genome, la partie gauche du genome dun adenovirus Ad5 (12%). A 
titre d'exemple de lignee utilisable pour la preparation de retrovirus recombinants 
defectifs, on peut mentionner la lignee CRIP (Danos et Mulligan, PNAS 85 (1988) 
5 6460). 

Ensuite, les virus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant au moins un vecteur ou un ADN double-brin tels que 

10 definis ci-dessus. 

Les compositions pharmaceutiques de l'invention peuvent etre formulees en 
vue d'une administration par voie topique, orale, parenterale, intranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. 

Preferentiellement, les compositions pharmaceutiques contiennent des 

15 vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut 
s ! agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure 
de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 

20 constitution de solutes injectables. 

Les doses d'ADN (ou de vecteur) utilisees pour l'administration peuvent etre 
adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concernee, de l'acide nucleique a exprimer, 
ou encore de la duree du traitement recherchee. D ! une maniere generate, concernant 

25 les virus recombinants selon Tinvention, ceux-ci sont formules et administres sous 
forme de doses comprises entre 10^ et 10^^ pfu/ml, et de preference 10^ a 10^^ 
pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une 
solution de virus, et est determine par infection d'une culture cellulaire appropriee, et 
mesure, generalement apres 48 heures, du nombre de plages de cellules infectees. Les 

30 techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees 
dans la litterature. 

De telles compositions pharmaceutiques peuvent etre utilisees chez Thomme, 
pour le traitement et/ou la prevention de maladies resultant d'une expression anormale 
de genes (surexpression d'un gene cellulaire, expression d'un gene mute, etc), ou de 
35 maladies virales (HIV, herpes, hepatite, etc). 
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La presente invention a egalement pour objet tin procede de regulation de 
l'expression de genes dans une cellule determinee comprenant Tintroduction dans ladite 
cellule d'un ADN double-brin tel que defini ci-avant. Cet ADN peut etre administre tel 
quel ou, comme decrit ci-avant, apres son incorporation dans un vecteur. Ce procede 
5 de Tinvention est tout particulierement utilisable dans le cadre d'une therapie cellulaire, 
pour modifier ex vivo l'expression de genes sur des populations cellulaires determinees, 
prelevees a partir d'un organisme, et avant leur readministration. H peut s'agir d'un 
gene dont les niveaux ^expression sont modifies dans la pathologie concemee (ex. 
oncogene, gene viral), ou d'un gene dont le niveau d'expression n'est pas affecte, mais 
10 participe au developpement de ladite pathologie (gene regulateur, gene GAP, GRF, 
etc). 

La presente invention a egalement pour objet un procede de regulation de 
l'expression de genes in vivo comprenant radministration d'une composition 
pharmaceutique telle que definie ci-avant. 
15 La presente invention a egalement pour objet une methode de traitement de 

maladies resultant d'une expression anormale de genes comprenant radministration 
d'une composition pharmaceutique telle que definie ci-avant comprenant tin ADN 
double-brin codant pour un ARN capable de modifier l'expression desdits genes. 

La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 
20 qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratif s et non limitatif s. 

Techniques generales de clonage 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d' ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 

25 purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de l'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 

30 Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC, pSP65 et les phages de la serie M13 
sont d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories, Promega). 
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Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d' agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a l'ethanol puis incubes en presence de 
TADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 
5 Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 

fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
specifications du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est 
pff ectuee en presence de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
recommandations du fabricant. La destruction des extremites 5 1 proeminentes est 
10 effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
15 PCR [Polymerase-catalyzed £hain Reaction, Saiki R.K. et aL, Science 230 (1985) 
1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut 
etre effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la 
20 methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

RXRMPLES 

Exemple 1 : Synthese d'ADN double-brin codant pour des ARN triple- 
helice diriges contre la sequence Polypurine Tract du virus HIV. 

25 Cet exemple decrit la synthese de differents ADN double-brin codant pour 

des ARN triple-helice diriges contre une sequence presente deux fois dans le genome 
du virus HIV (BRUCG). Cette sequence est localisee entre les residus 4369-4382, et 
8662-8677. Cette sequence, dite Polypurine Tract ou PPT, joue un role essentiel dans 
Tinitiation de la synthese du brin + d'ADN. La formation d'une triple-helice au niveau 

30 de cette region devrait entrainer une inhibition particulierement efficace de Tactivite 
polymerase, et ainsi empecher la production de TADN proviral. 

La region Polypurine Tract du virus HIV comprend 16 bases puriques, dont 
la sequence est donnee sur la SEQ ID n° 1. 
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Differents ADN double-brin codant pour des ARN triple-helice selon 
Tinvention diriges contre cette cible ont ete synthetises. La synthese a ete realisee au 
moyen d'un synthetiseur automatique de nucleotides, en utilisant la chimie des 
phosphoramidites selon la technique decrite par Giovannangeli et al. (J, Am. Chem. 
Soc. 113 (1991) 7775). La sequence de ces ADN est donnee dans le tableau ci-apres. 



CIBLE PPT 

SEP ID n° 1 



5 1 -CCACTTTTT AAAAGAAAAGGGGGGA CTGG-3 1 

8662 8677 



ADN db 



2eme region 



Bras 



lere region 



5' 



3' 



SEQ ID n° 2 


TTTTCTTTTCCCCCCT 


TTTTT 


TCCCCCCTTTTCTTTTAA 


SEQ ID n° 3 


TTTTCTTTTCCCCCCT 


TTTT 


TCCCCCCTTTTCTTTTAA 


SEQ ID n° 4 


TTTTCTTTTCCCCCCT 


TTT 


GTCCCCCCTTTTCTTTTAA 


SEQ ID n° 5 


TTTCCCCCCT 


TCT 


GTCCCCCCTTTT 


SEQ ID n° 6 


TTTGGGGGGT 


TCT 


GTCCCCCCTTTT 


SEQ ID n° 7 


TTTTCTTTTCCCCCCT 


TCT 


GTCCCCCCTTTTCTTTT 


SEQ ID n° 8 


TTTTCTTTTGGGGGGT 


TCT 


GTCCCCCCTTTTCTTTT 



Exemple 2 : Synthese d'ADN double-brin codant pour des ARN triple- 
helice diriges contre le gene gag du virus HIV. 

Cet exemple decrit la synthese de differents ADN double-brin codant pour 
10 des ARN triple-helice diriges contre le gene gag du virus HIV, au niveau des regions 
comprises dune part entre les residus 324 et 336 (SEQ ID n° 9), et d'autre part entre 
les residus 404 et 419 (SEQ ID n° 12). Le gene gag code pour des proteines de 
structure du virus HIV (MApl7, CAp24 et NCplS), et est done essentiel a 
Tencapsidation et la production des particules virales. 
15 Les 2 regions du gene gag du virus HIV identifies ci-dessus comprennent 

respectivement 13 et 16 bases puriques. 

Differents ADN double-brin codant pour des ARN triple-helice selon 
Tinvention diriges contre ces cibles ont ete synthetises. La synthese a ete realisee au 
moyen d'un synthetiseur automatique de nucleotides, en utilisant la chimie des 
20 phosphoramidites selon la technique decrite par Giovannangeli et al. (J. Am. Chem. 
Soc. 113 (1991) 7775). La sequence de ces ADN est donnee dans le tableau ci-apres. 
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SEQ ID n° 9 


5 -GCT AGAAGGAGAGAGA TGGG-3 
324 336 


ADNdb 


2eme region Bras lere region 

CI Ol 

3 D 


SEQ ID n° 10 
SEQ ID n° 11 


TCTTCCTCTCTCT TATT TCTCTCTCCTTCTTTT 
TGTTGGTGTGTGT TATT TCTCTCTCCTTCTTTT 


CIBLE GAG 

SEQ ID n° 12 


5'-GCC hQQQQQhhhQhhhhhh TAT- 3 1 
404 419 


SEQ ID n° 13 
SEQ ID n° 14 
SEQ ID n° 15 


TCCCCCTTTCTTTTTT CTCC TTTTTTCTTTCCCCCTTTT 
TCCCCCTTTCTTT CTCC TTTCTTTCCCCCTTTT 
TGGGGGTTTGTTT CTCC TTTCTTTCCCCCTTTT 



Exemple 3 : Inhibition du cycle d'infection du HIV par les ADN double- 
brin de ^invention 



La fonctionalite des ADN double-brin de l'invention decrits dans les 
5 exemples 1 et 2 est mise en evidence par differents types ^experimentation, et 
notamment par des etudes physicochimiques, par des experiences de transcription, de 
transcription inverse ou de traduction in vitro, et par mesure de Teffet sur la 
replication virale. 

3.1. L'etude physicochimique de Tinteraction entre Tacide nucleique cible et 
1 0 TARN therapeutique de Tinvention permet d'obtenir des caracteristiques 

thermodynamiques et cinetiques du complexe forme. A cet effet, les ADN double- 
brin synthetises ci-dessus ou les ARN therapeutiques sont incubes en presence de 
Tacide nucleique cible, puis le complexe issu de cette reaction est analyse par 
spectroscopic dabsorption et par des experiences de retardation sur gel. Ces 
15 differentes etudes montrent comment chacun des ARN therapeutiques est capable 
d'interagir avec sa cible respective. 

3.2. Mesure de Teffet de TARN therapeutique sur la transcription, la 
traduction et la transcription inverse d'un gene contenant la sequence-cible, place sous 
le controle d'un promoteur (SP6, T7 ou T3). Ces experiences in vitro permettent de 

20 mesurer directement Teffet des ARN de Finvention sur chaque etape du cycle viral. 
Plus precisement, les ADN double-brin decrits ci-dessus ou les ARN composites 
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qu'ils codent sont incubes, dans un milieu reactionnel comprenant les constituants et 
les enzymes necessaires a la transcription et/ou a la traduction, soit en presence d'un 
plasmide comprenant le gene de l'integrase du virus HIV (qui contient la sequence 
SEQ ID n° 1) sous le controle du promoteur SP6 (pour les ADN de sequence SEQ ID 
5 n° 2-8), soit en .presence d'un plasmide comprenant une partie du gene gag du virus 
HIV (qui contient les sequences SEQ ID n° 9 et 12) sous le controle du promoteur T7 
(pour les ADN de sequence SEQ ID n° 10-11 et 13-15). Ces experiences permettent 
de suivre l'effet des ARN therapueutiques de l'invention sur la transcription des genes 
int et gag respectivement par les ARN polymerases SP6 et T7, et sur la production 
10 des proteines correspondantes (c'est-a-dire la traduction des ARN). 

3.3. Mesure in vivo du taux de replication du virus HIV en presence ou en 
Tabsence des ADN double-brin de l'invention. Pour cela, par exemple, les ADN 
double-brin de l'invention sont introduits dans les lymphocytes T en culture, et les 
ARN codes sont exprimes (de maniere stable ou transitoire). Les lymphocytes sont 
15 ensuite infectes par le virus HIV et le taux de replication du virus est evalue par 
dosage de 1'antigene p24. 

Exemple 4 : Synthese d'ADN double-brin codant pour des ARN triple- 
helice diriges contre le gene IGF-I (Insulin-like Growth Factor I). 

Cet exemple decrit la synthese de differents ADN double-brin codant pour 
20 des ARN triple-helice diriges contre le gene IGF-I . au niveau d'une region comprise 
entre les residus 40 et 62 (SEQ ID n° 16). 

Cette region du gene IGF-I identifiee ci-dessus comprend 23 bases puriques, 
et est localisee dans la partie 5 1 transcrite mais non traduite du gene. 

Differents ADN double-brin codant pour des ARN triple-helice selon 
25 Tinvention diriges contre cette cible ont ete synthetises. La synthese a ete realisee au 
moyen d'un synthetiseur automatique de nucleotides, en utilisant la chimie des 
phosphoramidites selon la technique decrite par Giovannangeli et al. (J. Am. Chem. 
Soc. 113 (1991) 7775). La sequence de ces ADN est donnee dans le tableau ci-apres. 
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CIBLE IGF-I 

SEO ID n° 16 


R ' - AGAAGAGGGAGAGAGAGAGAAGG . . . -3 ' 

40 62 


ADNdb 


2eme region Bras lere region 

5' 3' 


SEO ID n° 17 


TCTTCTCCC ( TC ) sTTCC TCCG CCTT ( CT ) ^CCCTCTTCT 
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REVINDICATIONS 

1. ADN double-brin codant pour un ARN capable de former une triple-helice 
avec un acide nucleique-cible simple-brin. 

2. ADN double-brin selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il code pour 
5 un ARN composite comprenant au moins : 

- une premiere region capable de former une double-helice avec l'acide 
nucleique simple-brin cible ou avec une partie de celui-ci, 

- une deuxieme region capable de former une triple-helice avec la double- 
helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci, et, 

10 - un ou deux bras reliant les deux regions, chacune des regions pouvant etre 

continue ou interrompue. 

3. ADN double-brin selon les revendications 1 ou 2 caracterise en ce que la 
premiere region de TARN composite forme avec l'acide nucleique simple-brin cible une 
double-helice par interaction de type Watson-Crick, puis la deuxieme region forme 

15 avec cette double-helice une triple-helice par liaisons hydrogene (de type Hoogsteen 
ou Hoogsteen inverse). 

4. ADN double-brin selon les revendications 1 ou 2 caracterise en ce que les 
deux regions de TARN composite forment entre-elles une double-helice par 
appariement de type Watson-Crick, laquelle double-helice interagit avec l'acide 

20 nucleique simple-brin cible par liaisons hydrogene (de type Hoogsteen ou Hoogsteen 
inverse), formant ainsi une triple-helice. 

5. ADN double-brin selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il code pour 
un ARN composite comprenant : 

25 - une premiere region capable de former une double-helice avec l'acide 

nucleique simple-brin cible ou avec une partie de celui-ci, 

- une deuxieme region capable de former une triple-helice avec la double- 
helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci, et, 

- 2 bras reliant chacune des deux regions a leurs extremites. 

30 

6. ADN double-brin selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il code pour 
un ARN composite comprenant : 
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- une premiere region capable de former une double-helice avec tine region 
oligopurique de l'acide nucleique simple-brin cible, 

- tin bras, 

- une deuxieme region capable de former une triple-helice avec la double- 
5 helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci, 

- une troisieme region, liee a la premiere, capable de former une double-helice 
avec une region oligopyrimidique de l'acide nucleique simple-brin cible, 

- un deuxieme bras, et, 

- une quatrieme region, liee a la troisieme, capable de former une triple-helice 
10 avec la double-helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci. 

7. ADN double-brin selon les revendications 1 a 6 caracterise en ce que le 
bras comprend de 3 a 6 bases. 

8. ADN double-brin selon les revendications 1 a 7 caracterise en ce que 
TARN possede une longueur superieure a 10 bases, et, de preference, superieure a 15 

15 bases. 

9. ADN double-brin selon Tune des revendications precedentes caracterise en 
ce qu'il contient en outre des signaux permettant la transcription des ARN composites. 

10. ADN double-brin selon la revendication 9 caracterise en ce que les 
signaux de transcription sont constitutifs ou regules. 

20 11. ADN double-brin selon la revendication 10 caracterise en ce qu'il 

comporte un promoteur transcriptionnel controle specifiquement par TARN 
polymerase in. 

12. ADN double-brin selon Tune des revendications precedentes caracterise 
en ce que l'acide nucleique-cible simple-brin est choisi parmi les ARN, tels que par 
25 exemple les ARNm, ARNt, ARNr ou ARN viral, et les ADN simple-brin ou double- 
brin localement ouverts. 



13. ADN double-brin selon Tune des revendications precedentes caracterise 
en ce qu'il est choisi parmi les sequences SEQ ID n° 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 
15 et 17. 



WO 95/18223 



PCT/FR94/01536 



20 

14. Vecteur d'expression comprenant un ADN double-brin selon Tune des 
revendications precedentes. 

15. Vecteur selon la revendication 14 caracterise en ce qu'il s'agit d'un virus 
recombinant. 

5 16. Vecteur selon la revendication 15 caracterise en ce que le virus est choisi 

parmi les adenovirus, les retrovirus, les virus adeno-associes, le virus de Therpes, le 
cytomegalovirus et le virus de la vaccine. 

17. Vecteur selon Tune des revendications 15 ou 16 caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un virus def ectif . 

10 18. Vecteur selon Tune des revendications 14 a 17 caracterise en ce qu'il 

comprend plusieurs ADN double-brin selon Tune des revendications 1 a 13, 
identiques ou differents. 

19. Composition pharmaceutique comprenant au moins un ADN double-brin 
ou un vecteur selon Tune des revendications precedentes. 

15 20. Composition pharmaceutique comprenant au moins un ADN double-brin 

codant pour un ARN capable de former une triple-helice avec un acide nucleique-cible 
simple-brin, sous forme complexee a du DEAE-dextran, a des proteines riucleaires ou 
a des lipides, sous forme brute ou encore incorporee a des liposomes ou a des 
nanoparticules. 

20 21. ARN caracterise en ce qu'il est capable de former une triple-helice avec 

un acide nucleique-cible simple-brin. 

22. ARN composite comprenant au moins : 

- une premiere region capable de former une double-helice avec un acide 
nucleique simple-brin cible ou avec une partie de celui-ci, 

25 - une deuxieme region capable de former une triple-helice avec la double- 

helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci, et, 

- un ou deux bras reliant les deux regions, chacune des regions pouvant etre 
continue ou interrompue. 
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23. ARN composite comprenant : 
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- une premiere region capable de former une double-helice avec un acide 
nucleique simple-brin cible ou avec une partie de celui-ci, 

- me deuxieme region capable de former une triple-helice avec la double- 
helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci, et, 

5 - 2 bras reliant chacune des deux regions a leurs extremites. 

24. ARN composite comprenant : 

- une premiere region capable de former une double-helice avec une region 
oligopurique d'un acide nucleique simple-brin cible, 

10 - un bras, 

- une deuxieme region capable de former une triple-helice avec la double- 
helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci, 

- une troisieme region, liee a la premiere, capable de former tine double-helice 
avec une region oHgopyrimidique de Tacide nucleique simple-brin cible, 

15 - un deuxieme bras, et, 

- une quatrieme region, liee a la troisieme, capable de former une triple-helice 
avec la double-helice ainsi formee ou avec une partie de celle-ci. 

25. Procede de regulation de Texpression de genes dans une cellule 
determinee comprenant Introduction dans ladite cellule d'un ADN double-brin ou d'un 

20 vecteur selon Tune des revendications 1 a 18. 
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■ i Comme loutes les taxes addiuonnclles onl clc payees dans les dclais par le deposant. Ic present rapport dc recherche 
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2. : i Comme loutes les recherches pnrtanl sur les revindications qui s y prctaient ont pu etre effectuees sans effort particular 

jusufiam une laxe addilionnelle. I administration n a solliciic ic paicmcni d aucunc taxc dc cctte nature. 



Comme une par tie sculement des taxes addiiionnelles demandees a etc payee dans les dclais par le deposant, Ic present 
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